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III. METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu dan Teknologi Pangan 
Universitas Muhammadiyah Malang. Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 
2019 sampai dengan Oktober 2020. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
 Alat-alat yang digunakan dalam proses pembuatan ekstrak simplisia antara 
lain: ayakan 40 mesh, kantong plastik vacuum, kertas saring Whatman no. 42, 
beaker glass, erlenmeyer, corong, gelas ukur, labu ukur, sendok, botol kaca gelap, 
baskom, blender, loyang, aluminium foil, showcase, timbangan analitik merk 
Ohaus Pioneer PA413, spatula besi, batang pengaduk, cabinet dryer, penyaring 
vakum, vacuum pump merk Vacuubrand ME 2C, lemari asam, dan rotary 
evaporator merk Heidolph Laborota 4001 WB.  
Alat-alat yang digunakan dalam proses analisis antara lain: botol kaca 
gelap, botol vial, kurs porselen, desikator merk Glaswerk Wertheim 6132, 
sentrifus merk Caliesys PLC Series, tabung sentrifus, spatula, batang pengaduk, 
lemari asam, oven merk WTCV Binder type E53-898749, beaker glass, 
erlenmeyer, gelas ukur, labu ukur, aluminium foil, mikropipet, pipet ukur, white 
tip, yellow tip, blue tip, tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan analitik, 
waterbath shaker, vortex, kuvet, dan spektrofotometer UV-VIS type UV-1800 
merk SHIMADZU. 
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3.2.2 Bahan 
 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: daun 
beluntas yang didapatkan dari Materia Medica kota Batu sejumlah 3 daun pada 
setiap bagian pucuk, aquades, etanol 96%, etil asetat, n-heksana, etanol p.a, asam 
galat, kuersetin, reagen Folin-Ciocalteau, DPPH, Na2CO3 7,5%, NaNO25%, 
AlCl310%, dan NaOH 1 M. 
3.3 Metode Penelitian 
Metode penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) dengan perlakuan yang dikerjakan terdiri dari 2 faktor yaitu metode 
pengeringan dengan 2 taraf masing-masing yaitu pengeringan kabinet (CD) dan 
pengeringan greenhouse (SM) dan jenis pelarut dengan 3 taraf yaitu n-heksana 
(1), etil asetat (2), etanol 96% (3).  
Tabel 2. Perlakuan Penelitian 
Metode 
Pengeringan 
Jenis Pelarut 
1 2 3 
CD CD1 CD2 CD3 
SM SM1 SM2 SM3 
 
Keterangan: 
CD1 : Pengeringan kabinet dan pelarut n-heksana 
CD2 : Pengeringan kabinet dan pelarut etil asetat 
CD3 : Pengeringan kabinet dan pelarut etanol 
SM1 : Pengeringan greenhouse dan pelarut n-heksana 
SM2 : Pengeringan greenhouse dan pelarut etil asetat  
SM3 : Pengeringan greenhouse dan pelarut etanol 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
Pelaksanaan penelitian ini dimulai dari pembuatan simplisiadaun beluntas, 
dilanjutkan ekstraksi menggunakan metode maserasi, kemudian dilakukan analisia 
kadar air, rendemen, total flavonoid, total fenol, dan aktivitas antioksidan. 
Pelaksanaan penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan, antara lain: 
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3.4.1 Pembuatan Simplisia Daun Beluntas 
Daun beluntas dipetik 3 daun setiap bagian pucuknya dan dicuci dengan 
air yang bersih, kemudian ditiriskan. Daun beluntas yang sudah bersih 
dikeringkan dengan beberapa metode pengeringan, yaitu menggunakan pengering 
kabinet pada suhu 50oC selama 3 hari dan dengan sinar matahari dalam 
greenhouse selama 7 hari. Daun beluntas yang sudah kering dimasukkan ke dalam 
blender sampai menjadi serbuk, kemudian di ayak dengan ayakan 40 mesh dan 
simplisia serbuk di simpan dalam kantong plastik vacuum hingga dilakukan 
ekstraksi. 
3.4.2 Ekstraksi Simplisia Daun Beluntas 
Simplisia serbuk daun beluntas ditimbang sebanyak 50 gram, kemudian di 
ekstraksi menggunakan metode maserasi yang ditambahkan 250 ml pelarut (n-
heksana, etil asetat, dan etanol 96%) selama 72 jam. Ekstrak daun beluntas 
disaring menggunakan penyaring vakum dan kertas saring Whatman no. 42 
hingga menghasilkan dua komponen, yaitu filtrat dan residu. Residu diremaserasi 
sebanyak 2 kali dan filtrat yang dihasilkan dari tiap maserasi disatukan, kemudian 
dipisahkan dari pelarut menggunakan rotary evaporator pada suhu 70oC dengan 
tekanan yang rendah hingga didapatkan ekstrak cair. Ekstrak cair dipekatkan 
dengan cara di aliri gas nitrogen hingga didapatkan ekstrak kental, kemudian 
dilakukan pengenceran ekstrak kental untuk mendapatkan berbagai konsentrasi 
yang diperlukan, sehingga didapatkan larutan ekstrak daun beluntas. Pengenceran 
dihitung dengan rumus : 
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V1.M1 = V2.M2  
Keterangan :  
V1 = Volume larutan yang akan diencerkan (ml)  
M1 = Konsentrasi ekstrak daun beluntas yang tersedia (%)  
V2 = Volume larutan (air + ekstrak ) yang diinginkan (ml)  
M2 = Konsentrasi ekstrak daun beluntas yang akan dibuat (%) 
3.5 Parameter Penelitian 
3.5.1 Analisa Kadar Air (Sudarmadji, 2003) 
1. Kurs porselen dikeringkan dalam oven selama 24 jam dengan suhu 100oC-
105oC 
2. Kurs porselen didinginkan dalam desikator selama 15 menit, kemudian 
timbang dan catat sebagai berat awal 
3. Simplisia daun beluntas ditimbang sebanyak 2 gram dan catat sebagai berat 
bahan awal, kemudian masukkan ke dalam kurs porselen yang telah diketahui 
beratnya 
4. Simplisia daun beluntas dikeringkan dalam oven pada suhu 100oC-105oC 
selama 6 jam 
5. Simplisia daun beluntas didinginkan dalam desikator selama 15 menit, 
kemudian timbang dan catat sebagai berat akhir 
6. Perlakuan diulang sampai tercapai berat konstan (selisih penimbangan 
berturut-turut kurang dari 0,2 mg) 
7. Kadar air dihitung dengan rumus : 
Kadar air (%) = 
Berat awal -Berat akhir
Berat bahan awal
 x 100% 
 
 
 
 
28 
 
3.5.2 Analisa Rendemen (Ljubuncic et al., 2005) 
1. Simplisia yang akan di ekstraksi ditimbang sebanyak 50 gram dan catat 
sebagai berat awal 
2. Ekstrak kental daun beluntas ditimbang dan catat sebagai berat akhir 
3. Rendemen dihitung dengan rumus : 
Rendemen (%) = 
Berat akhir
Berat awal
 x 100% 
3.5.3 Analisa Total Flavonoid (Chang, 2002) 
a. Pembuatan Larutan Standar Kuersetin 
1. Kuersetin ditimbang sebanyak 0,025 g, kemudian dilarutkan dengan etanol p.a 
hingga volume 25 ml, sehingga dihasilkan larutan induk dengan konsentrasi 
1000 ppm 
2. Larutan induk diambil sebanyak 2,5 ml, kemudian diencerkan dengan etanol 
p.a hingga volume 25 ml, sehingga dihasilkan larutan baku kerja dengan 
konsentrasi 100 ppm 
3. Larutan baku kerja diambil sebanyak 1 ml, 2,5 ml, 3 ml, 3,5 ml, 4,5 ml, dan 5 ml, 
lalu diencerkan dengan etanol p.a hingga 10 ml, sehingga dihasilkan larutan 
standar dengan konsentrasi 10 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 45 ppm, dan 50 
ppm 
4. Larutan standar dengan masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 0,5 ml, 
kemudian ditambahkan 1 ml aquades dan 0,5 ml NaNO3 5% 
5. Larutan diinkubasi selama 6 menit di suhu ruang 
6. Larutan ditambahkan 1 ml AlCl3 10%  
7. Larutan diinkubasi selama 5 menit di suhu ruang  
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8. Larutan ditambahkan 2,5 ml NaOH 1 M dan 1,375 ml aquades  
9. Larutan diinkubasi selama 15 menit di suhu ruang  
10. Larutan diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 510 nm 
11. Dibuat kurva standar 
b. Penetapan Kadar Total Flavonoid  
1. Larutan ekstrak daun beluntas diambil sebanyak 0,5 ml 
2. Larutan ditambahkan 1 ml aquades dan 0,5 ml NaNO3 5% 
3. Larutan diinkubasi selama 6 menit di suhu ruang 
4. Larutan ditambahkan 1 ml AlCl3 10%  
5. Larutan diinkubasi selama 5 menit di suhu ruang  
6. Larutan ditambahkan 2,5 ml NaOH 1 M dan 1,375 ml aquades  
7. Larutan diinkubasi selama 15 menit di suhu ruang  
8. Larutan diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 510 nm 
9. Kadar total flavonoid dihitung dengan rumus : 
Kadar total flavonoid = 
x.FP.Volume kuvet
Berat bahan
 
3.5.4 Analisa Total Fenol (Khadijah dkk, 2017) 
a. Pembuatan Larutan Standar Asam Galat 
1. Asam galat ditimbang sebanyak 0,025 g, kemudian dilarutkan dengan etanol 
p.a hingga volume 25 ml, sehingga dihasilkan larutan induk dengan 
konsentrasi 1000 ppm 
2. Larutan induk diambil sebanyak 2,5 ml, kemudian diencerkan dengan etanol 
p.a hingga volume 25 ml, sehingga dihasilkan larutan baku kerja dengan 
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konsentrasi 100 ppm 
3. Larutan baku kerja diambil sebanyak 0,5 ml, 1 ml, 2,5 ml, 3,5 ml, 4 ml, dan 5 
ml, lalu diencerkan dengan etanol p.a hingga 10 ml, sehingga dihasilkan larutan 
standar dengan konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 35 ppm, 40 ppm, dan 50 
ppm 
4. Larutan standar dengan masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 0,5 ml, 
kemudian ditambahkan 1,5 ml reagen Folin-Ciocalteau 
5. Larutan diinkubasi selama 5 menit di suhu ruang 
6. Larutan ditambahkan 3 ml Na2CO3 7,5% 
7. Larutan diinkubasi selama 30 menit di suhu ruang 
8. Larutan disentrifugasi selama 5 menit 
9. Larutan diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 765 nm 
10. Dibuat kurva standar 
b. Penetapan Kadar Total Fenol  
1. Larutan ekstrak daun beluntas diambil sebanyak 0,5 ml 
2. Larutan ditambahkan 1,5 ml reagen Folin-Ciocalteau 
3. Larutan diinkubasi selama 5 menit di suhu ruang 
4. Larutan ditambahkan 3 ml Na2CO3 7,5%  
5. Larutan diinkubasi selama 30 menit di suhu kamar 
6. Larutan disentrifugasi selama 5 menit 
7. Larutan diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 765 nm 
8. Kadar total fenol dihitung dengan rumus :  
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Kadar total fenol = 
x.FP.Volume kuvet
Berat bahan
 
3.5.5 Analisa Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (Yue dan Xu, 2008) 
a. Pembuatan Larutan Blanko DPPH  
1. DPPH ditimbang sebanyak 1 mg dan dilarutkan ke dalam 5 ml etanol 96% 
2. Larutan DPPH 0,25 mM disimpan pada kondisi gelap dan tertutup rapat pada 
kondisi dingin, serta sesegera mungkin untuk digunakan  
3. Larutan blanko dibuat dengan cara menambahkan 1 ml larutan DPPH 0,25 
mM dengan 4 ml etanol 96%  
4. Larutan blanko diukur absorbansinya (harus kurang dari 1) dengan 
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm  
b. Penetapan Aktivitas Antioksidan 
1. Larutan ekstrak daun beluntas diambil sebanyak 1 ml 
2. Larutan ditambahkan 5 ml etanol 96% dan divortex untuk membantu 
melarutkan sampel  
3. Larutan disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit untuk 
memisahkan ekstrak  
4. Supernatan diambil sebanyak 4 ml dan ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,25 
mM 
5. Sampel diinkubasi selama 20 menit dalam ruangan gelap 
6. Sampel diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 517 nm 
7. Aktivitas antioksidan dihitung dengan rumus : 
Aktivitas antioksidan (%) = 
Absorbansi blanko - Absorbansi sampel
Absorbansi blanko
 x 100%  
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3.6 Diagram Alir 
3.6.1 Proses Pembuatan Simplisia Daun Beluntas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Diagram Alir Proses Pembuatan Simplisia Daun Beluntas 
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3.6.2 Proses Ekstraksi Simplisia Daun Beluntas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 7. Diagram Alir Proses Ekstraksi Simplisia Daun Beluntas 
 
Simplisia serbuk daun beluntas 
Penimbangan (50 g) 
Maserasi, t=72 jam 
Penyaringan dengan penyaring vakum 
- n-heksana 
- Etil asetat 
- Etanol 
96% 
(250 mL) 
Residu Filtrat I 
Remaserasi I, t=72 jam 
Penyaringan dengan penyaring vakum 
Filtrat II Residu 
Remaserasi II, t=72 jam 
Penyaringan dengan penyaring vakum 
Filtrat III Residu 
Evaporasi dengan rotary evaporator, T=70oC 
Total filtrat 
Ekstrak cair daun beluntas 
Pemekatan Nitrogen 
Ekstrak kental daun beluntas 
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